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(54) Title: IMMUNOLOGICAL PROCESS FOR I^ECTING ANTIBODIES DIRECTED TOWARDS TISSUE TRANSGLUTAMI- 
NASE (TTOX USE OF TTO FC» DIAGNOSTIC PURPOSES AND THERAPY CONIROL, AND ORAL PHARMACEUTI- 
CAL AGENT CmTAINING TTO 

(54) BfTciclinnng: IMMUNOLOGISCHES NACHWEISVERFAHREN VON ANTIKdRPERN. DIE GEGEN GEWBBB- 
TRANSGLUTAMINASE (ITG) QERIOnET SIND, VERWENDUNG WON tTG 7XJR DIAGNOSE UND 
THERAPIEKmiROLLE SOWIE (WALES mARMAZEimSCHES MITTEL ENTHALTEND tTG 

(57) Abstract 

The invention concerns a pnicess for delecting antibodies from body fluids by an inununoieaction with tissue tiansglutinase (ITG), 
wifli rTG-containing compounds, their antigei^ stniduies* immunoicactive sequences or analogues. The process can be used for diagnostic 
purposes and thenq^ connol for diseases which are associated with an inununoieaction to tTG, tTG-containing compounds, dieir antigenic 
structures, hnmunoieactive sequences or analogues. The inveniioo also concctn s the use of tTG and said substances for diagnostic purposes 
and dierapy control, preferably for the diagnosis and therapy control of diionically inflammatoiy Mam^uu^ or autoimmune diseases, more 
particularly for diagnosing and controlling therapy for spnie or celiac. 

57) ZosBimneiiftBSinig 

Die Erfindung betrint ein Verfahten zum Nachwels von AntikOrpem aus KdrperflOssigkeiten durch eine bnmunrcaktion mit Gewebe- 
TYansghitaminase (ITGX mit iTG-enthaltenden Veituidungni, deicn antigenen Struktuen, immumeaktiven Sequenzen oder Analoga. Das 
Verfthien karni zur Diagnose und Thera^iekontrolle von Brkrankungen dienen, die mit einer Immumeaktion gegen tTG, tTG-enthaltenden 
VcrbindungBn, deien antigenen Struktuien, hnrounnaktivett Scqu^nen oder Analoga veifaunden sind. (3egenstand der Erfindung ist 
deshalb auch die Verwendung von iTG und den genmnten Substanzen zur Diagnose und Theiapiekontrolle. bevoizugt znr Diagnose 
und Therapiekontrolle von chronisch entzOndlichen Erfaankungen oder Autoimmunerluankungen, ganz besonden bevoizugt zur Diagnose 
und Thcrapickanlrollc der Sprue oder ZOliakie. 
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Inununologisdies Nadiweasvafihren von AntikSipeni, die gcgm Gewd>e- 
Tnn^Mammase (tTG) geriditet siod, Venvoidimg von tTG zur Diagnose und 
Ilierapidcontrolle sowie oxales phannazentisdies Mittd euthahf^ ^ tTG 



Beschreibung 

Die Erfindung beCiiffl ein Verfidiren zum Nadiweis von AntikSipem aus 
Koip erflfM ga gkrit e n dnxdi eine iimmmreaktion mit Gewebe-Tran^Manunase (tTG), 
deren anttgenen Strukturen, immunreakdven Sequenzen oder Analoga sowie mit tT& 
enthakcnden Vetbindungen, dena antigenen Strukturen, immunreaktivea Sequenzen 
Oder Analoga. Das VcKfidirea kann zur Diagnose und Tlio^iekontrolle von 
Erioankungen dienen^ die mk doer InanunreakliQn g^en ITG» tTG-cotbaltenden 
VednndiBigen, denn antig e n en Stniktiirai» nmnunicaktivea Sequenzen oder Analoga 
verinmden smd. G^enstand der Effindung ist deshalb audi die Voivendung von tTG 
und den genamiten Substanzen zur Diagnose und Therapi^ontrolle, bevorzugt zur 
Diagnose und Thenqnekntrolte von durandsdi entzfindEdien Exkrankungeo odo* 
Autoinmmnefkrankongen, ganz besonders bevorzugt zur Diagnose und 
Theiapiekontrone der Sprue oder Zeiiakie. G^genstand der Erfindung ist audi em orales 
plunnazeutisdies Mittd, das tTG, iTG-cnthaitende Veibindungen, deren amigcne 
Strukturoi, deroi inununreaktive Sequenzen oder deren Analoga als Wiikstoflf enthak 
und zur Behandfamg von Eikianh^gea, die mit etner Immunreaktkm gegen diese 
Substanzen dnfaergdien, dngesetzt werden kann, da durdi die oiale Gabe der genamiten 
Veibindungen eme Imnamtolenuiz erzeugt wird. 

Die vorfiegende Eifindung bastert auf der Fiitdedcung, dafi die Gewd)e- 
Transghitaminase (tTG, EC 2.3.2.13) das Autoantigen der Sprue bzw. der Zdliakie ist 
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Anfder Basis dieser EAcfmlnis wurdc das a&dmigsgeiDSBe immimologisGlie Vetfihia 
5 ziim Nacfawos von Antikdipeni gescft tTG und tTG cnthahcnde VcaUndungm 
eatwickdt 

Die Z5fiakie ist 

voiwiegend im ^Stca Siugliiigs- und Kldnlrindaher. Trin das CDlsiirediende 
10 KnmMidtfibild erst beimErwadiseaea an^ so wird sie ak einheimisGlie Spmt bezdcimet 
Beide Begriffe bezeidmen also die gletche Knmkhdt. Die Sprue gdit nut einer 
entzundfidiea Veiiiidening der Mukosa und einer dadurdi venirsachten generalisierten 
Malabsoqpdon doher. Sie reagieit meist moiphotogisGli und USnisch aof dne Beliandhmg 
mil ghitenfieier DiSt 

15 

Als knmkhritsaudSsettde Faktorai and die Kleberdwetfie (CHutene) von Weizen, 
Gerste» Roggen und z.T. Ha&r bdumnt, wihrend die von ph^ogenetisdb weajger 
verwandten Pflanzenartcn wie Mais» Reis und Soja nidit pathogen sind llnter den 
CHtttenea nvird den alkohoDosfidiea Itelaminen, ^ezieD dem a-Qiadin, die Rolle des 

20 fcrankheitsauddscadea Ageas zugeschrid>ca. 

Die Spiue tritt daher bevonoigt in Lfindmi au^ in denen Weizen als widitige 
Nahnmgsqudle dieot (Eunqpa, USA» Anstndiea) und besitzt zJB. dne Inddeazrate von 
0,14/1000 Neogdnmner in Dbiemaik, 0,7/1000 in %>aiuen, 1/1000 in Italiea, 0,43/1000 
in Deutsdiland und 2,42/1 000 in Sdiwedcn. 

25 Nencre Untenairtarngm bdegen jedodi, dafi eine subUinisdie Auqnf gung, dJi. eine 
mmphologisdie Verindetung der Mukosa crime sdiwerwiegeDde Symptome, wdt 
hiufiger alsbidang vennutet anfiiitt So zeigte eine 1994 in Italiea durdigefflhite Studie 
eine lozidenz vm 3,28/1000 bd Sdmlkindftm Das Riako ein^ latenten S^iue bd 
Venvandten LGrades von Spiue-Padeatea li^ bdbiszu SO %. 

30 

NBl einer vozwi^aid latentea l^ptue einbeigdiend triti gdiaufi eine potymoiphe 
Domalose, die Dermatitis h e f p et ifoi mis au( wobd diarakteristisdie subq|>idenDale 
Blisdien mit gnmuliien IgA-AUagenmgen in den dennakn Pq>ilknspitzea m 
beobaditen sind. Dunndaiiidnopsie& xdgea eine unr^dmifiige, mdur od^ weaiger staik 
35 gesdiadigte Mukosa. 
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Erne wdtere gesicherte Assoziation ist zwischen der 

Diabetes meffitus, Sdi i l d d ri iscaedna nhm g ai , sown ana seJektiven IgA-Defizknz zu 
beobaditea. 

Nd)ca zahlrddien Hinisdica B^^aUndmamgiBa der Spme. w» zA. emer A«g.ni> 
tt.a. emer VitammBu -Malabsoiptioii agesdukibai wnd mid daem Vitamm K-Mangel, 
aaf den erne atfihte B hitrnigmrifflmg zmfldaufuhren ist. spidt das staA eriifihte ttioV 
gastroiiitestmaler MaBenome due besondere RolleL Bis zu IS % der S^nw-PuieDten 
entwickdn, most im Aker fiber 50 Jahicn, neophstisdie Eikrankungoi, von denea etwa 
50 % auf intesttnale T-ZeD-Lymphome und wdtere 25 % auf 6sophagn»>, Qropbaijnx- 
and DOnndanD-Tumore entfidkn. 

I>ie llierapie der Spnie besteht in dia^ stiikten Einhaltimg ei^ 

Wit, wobet nidit nur Ghtten eatbalteade Prodokte aus Wdzen, sondem auch aus 
Roggea, GersU und Hafer ausgesddossen werden mussen. Dies bedeutet fur die 
Patienten gravierende Einsduinku^gea sowohl der Essensgewtrfmheitea als auch der 
smialea Intenktionen. 

Sofian db Spiue ieclitzeit« diagnosdaat imd thetapieit wird, besitzt sie cine gute 
Ptognose. Jedodi sind an^etietene Kompfikadonen hiufig nidu gindidi leveisibeL 
Wird die Knnkheit dag^gea aicbt edouat und bduuiiteh, so kaon es durdi 
MalabsMplion zu sdiwenviegeadea Knnkkdtseradianungca kommea. Letztendltdi 
besidit das edifilite Risiko oner Entwkkbqg dues intestiaaka Lymphmas, some 



For die Diagnose der Spme und der VedanfikontroOe unter ghitenfider Diat ist 
gegenwiitig die Dinmdaim.Biop8ie der GoUstaadanL Zundunead gewinaea aber audi 
ntdiNinvasive Methodea der Diagnostik an Bedeutung, die auf inmnmologisdien 
Maikem berahea. Da in dea Sena der Spme-Patieatea AntikSiper der IgA- und der 
IgG-Wasse voikommBB, die zom dnca gegea Gliadin geiiditet sind und zum anderen 
gegcn dn Autoaatigea des Endoniysiunis^ dnem ^ezidlea Bindegewd>e. das a. a. die 
KoBageae I. HI und V, dastisdie Fasen, mditkoDagene Ftotdne wie z. B. Fibranektin 
undPJoteoglykaneealliat, ktenea die Serca imEUSAauflgG-undlgA-Antikoipei: 
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gcgen G&dm, some dnidi ladirdcte Innmmfluoresniz aof IgG- imd IgA-AntikSipo* 
5 g^ett EndGmysium getestet weidea. Wihraad AntikSiper gegai ^adm mGht speaafisdi 
gcoug ffiir die l^iue smd» wird fiir die IgAr AK g%e& Endomysnim eine hohe Seasitivitit 
und Spezifitit (97-100 %) boiditct FBr den ftnimmfhoresagaz^Nadiweis wehtea 
jedodi Osophagussdinitte von Primatca bcnddgt Gegenwiit^ gibt es Versudie, die 
Eadon^siiiiiHAiidkdrper aoch aufNjibdsduiiifmaterial nadizuweiseiL 

10 

Bet ledifgririger Diagnose und lumseqoenler Einhahung emer ghHenfreiea Dtit kann die 
Edandaing in ReoaissiQ& gdtahen and danoil audi das eadittte Malignom-Risiko der 
Patienten auf den Nonnatwert gesenkt w^den. Es isl fiilglidi von grofiem Interesse, 
einen ge^gneten Nadiweistest fiir die ^nie zu entwickdn. Da der Personenkreis mit 
IS etner latenten S^mxe ebenfidls zor Risikograppe gdidit, soUtea aHe in Betradit 
kommendca Pearscmea (vor aUem Verwandte 1. GradesX letztmdlidi aSe SdiuDdnder, 
VM dies in Italiea zur Zeit erwogea wird, mit einem sensdven, spezifisdien, ieidit 
durdifiihibaren und prdswoten Test untersudit werdea. 
GroAe S^eeaing-Programme sdieitertea bidira* jedodi an folgeaden Problemea: 

20 - rHe invftfiiven rhindfiMUBiiygten gymptemfireier Pgrsnngn onA miMwmAnr yjf ] 

ZU aufiwendig. 

Ein auf Antikdipcm g^ea Qiadin bouheader ELISA-Nadiweis ist au%rund seiner 
gcuu gea Spesafitit kaumbiancUNur. 

- Der auf Primaten-Osopliagus basieieade ImmunfluoTes»i2>.Nadi^ von 
25 Endomysiom- Antikfifpcm der ^A-iQasse kl als geaodle Soeeningmechode zu 
aufiwead^ Femer ist die Bamcihmg subjektiv und eriaubt nidit db Eifiissung von 
S^nue^Patieateamiteiner IgA-Defizieaz(2%derPatkatea). 

Es existteit also bi^er kein nidit-invasiver, q>ezifisdier, quantitative, sdmdl, Iddit und 
30 kostcngflnstig durdiznfiihreader Nadiwetstest fiir die Sprue^liakie und deren 
llienipie-Kootiolle. 

Dieses Probleai wird dordi die vodi^eade Eifindung geldsL Basieread auf der 
Ubenasdiendea Eikeandus, daB die GevMbe-Tran^hitaminase (tTG, EC 2.3.2.13) das 
35 AutoantigeadCT Sprue ist»wurde ein inununotogisdies Verfiduren zum Nachweis von 
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Aiitik5ipa3i g^en tTG und tTG eodialtaide Veri>mdiinigai nis KdipoflOssigkeiteD, 
msi)es<»ida« aos don Soum, gemSB da Anspifidie 1 bis 6 cotwickdt, womit nidit nor 
die l^nie oder Zdfiakie diagnosdzim wradea kann, stmdem alle Eriffankungen, die niit 
dna Lmmmreaktkm geign tTG^ tTG cn t ha l Kn de Veftnidiiiigea, dexea ant^ene 
Stniktoren, mmmiiieaktive Se^ieozcn oder Analog 

IMe Gewdie-Transgl wt a minaw) ^hfirt zur iOasse der Tnu^ghtainiiasea. Die TGn (EC 
2.3.2.13) smd Etaynty die Ca^-aUifingig dnen Acyltraas&r katalyaeico, wc4^ die 
Caiboxamidgnqipai von Peptid-^Niadeaen (autamiDresten als AQl-Dononn agicfot 
Ah AqA-Akzq>torai dieaen iMimir pioteingdmiidene Lysinreste, so dafi da- Transfer in 
einer s^r-GkOaayl-) Lyan-Bindimg lesuhiert. Die Substratspezifitit der TGn bezugliGii 
der AqA-Donoren ist sehr hodi (AWiftigigkeit von der Amnosiuro-Sequeoz), 
woihing^en em au0agetv6linHdi breites Spdctnun an Akzeptoico zm Veiffigung stdit. 

entstandeaea kovalenten Pq>tidbindiingeo smd sehr stabfl und proteasereslstent, 
wodiirdi sidi cine cilidlite BestindigMt der vemetztea Proteine g^enfiber diemisdien, 
enqmadsdien oda- phystkafisdien Finflfi^y. agbL 

^ dem weitverbreitetea Voikommea vcndiiedeaer TGn in diveiseD Qigaaea, 
Gewcbea, im Plasoia and in intcndtiGilea Kftpefflilssigkdren kondiert aucfa das 
Votkommea vim durdi Tians^hitaBmiase Biodifi2ieitea nroteinen im Blu^rinasel, auf 
ZdbaeadicaBea, ia der Homsdudit der ^pidenids, in Haata, Nigein nad ia der 
CKtiazdIiilarea Matrix. 

Die besdiriebeaea Tnmaslotanmusea lassea sidi doidi ihie pliysikaltsGiiea 
F i g fai H iia ftf n . flue LokaBation im Kteper aad flro Prmiitfniktiir imfCTsciiridtai 

Die Gew^TG (tTG) wird aadi zdhdire, Eiyduozytea-, enAnth^u 
zytopIasmatisGli^ Leber- oder Typ II-TG geaaant and ist ein Monomer mit dnem 
MoMoilaigewidit von 75-85 kDa. 

Die kongpktte Ammosauresequeaz nit 687 Restea waide vtm der d>NA abgdeitet Auf 
Protdn-Ebene bestdit dne 84 9tige Homologie zwisdben dan measdificiiea Enzym und 
dem Eaagm aus Mansmakropliagai, sowie due 81 %ige Homologie zwisdiea dem 
me n s di Kc h fa und dem MeenciiweiDGiiea-En^ Nukleotidanstausche zwischen deo 
Spe2aessmdofbnalsohBeAnswirfcungaufdteAnnaosiuceseqtteaz. Statk koaservien ist 
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das aktive Zeatnim not emer msgeptiffm Frotdii-Hoiiiologfe zmsdiea da drd ^^eaies 
(49 von 51 Reslen abid identiscft) und emem liolieo Gred an Ptotem-Homologb (75 %) 
zur a-lAitardiihdt desFaktor XnL 

Es fi^en iveder dn Sijgnal^qidd nodi erne d^sj/liaung vor, and trotz mdiraer 
CyAdnieste exisderen ofEeabar kdne Disulfidbiflcken. Fhioresznz-Hyhiidiaaungm 
lokaHsiertea das Gen far die humane Gewd>e-Tnmsgtutaimiiase auf dem Qironiosom 
20ql2. Obwolil der Medianismiis der En2gniHAussdileusimg nodi unklar ist, gibt es 
eindeutige Bd^e, dafi die intrazdhilar ubiquitar voikpmmende tTG in der 
extrazdbdirai Matrix (EZM) vvidit«e Att%aben ubemimoit Zudem wild die fiir die 
Aktivitit der tTG afi»rdei£die Ca^-Konzentration unter physiologisdieD Bedingungen 
intrazdhdSr kaum eneidit, wihiend im Extrazdhilanaum dagegen ausraidioid hdbe 
Ca -Konzentradonen vcnliqgen. 

Mehrere Untosudmngen bdegen etne Assoziadon von tTG mit dem EZM-Protein 

Hbiondcdn. Nelien Fibraididn konntcn audi die EZM-MolekOle Nidogeo, das N- 

tenninate PtokoOagea m-Pcpdd, die KoUageoe V und XI, Osteonectin, dn 

NfikrofibriUen-assozinates O)4€)protein, hodunolekulaies Dennatan Sul&t- 

Proteo^tj^ und dasLdctm Gafecdn 3 als qiezifisdie Substrate fiir die tTGidentifiziert 
weidea. 

Ifiiwdse Sir etne wklitlge der tTG an der Wundhethmg v«i~^ ita. vm 
Irniromfhi orcszeazrStudicn an kuhivierten WDS-ZeOen (cmbtyiMialea 
LungenfibroblastenX die unter Nmtmalbedingungen keine extrazdhilfiie tTG-Aktmtit 
aufiveiscn, das Enzym jcdodi nadi kfmslBdiqr Wundsctzung extrazeSular ablageoL Dem 
megilkdienvdsepasshraiAustrittdesEa^^ ZeUea sddieflt sidi dne 

2unSdi^ nidit-kovalente Bxndung an die EZM, ind>esondere an Fibronekdn and fibriOare 
KoDagfiae an. Doit ist das Enzym dnige Stunden katalydsdi aktiv. Am Ratteamoddl 
wurde, eben&Us nadi kunstfidiGr Wundsetzung, 5 Tage lang me erii6hte tTG-Aktivitat 
nadigewksen. Audi bd der Inkubaticm von humanen Eiydiro^eolysatea nut Hasma 
kmmte dne staike Affinitit der fidgesctztea tTG an Rbnmekdn demonstriert werden. 
ADe B^mde deutcn darauf hin» dafi die an die EZM gdnmdene tTG etne zentiale RoIIe 
in der filihea Iliase der Wundhetlung fibcmimmt, ind>e^ 

der Fibrin-StabiBsiefung nntwiikt und durdi dn Quervemetzea von extrazdhilirea 
Plrotdnen eine Schutzschkdit und etn suUes adhisives Substiat urn die gesdddigtefli 
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7 

ZeOea bildct Bisha kiMmien m Vertdmtea keme Enzyme nadigewiesen werdea, die in 
Lage and, die v<m der tTG katalysieftea, uberaus statnlen Quovemetzungea d^ 
Rroteme zu spalten. 

Basumd auf der Eikemitais, da0 die tTG das Aiiloantigea der Sprue ist, ist audi die 
Veiwendung von tTG, tTG^enthahendcn Veririndungea, deren antigeaea Strubuica, 
inmmnreaktiven Seqoeazen odcr Analoga zur Diagnose und Therapiekmitrolle vim 
Effcraabmgea, die mit einer bmmmieaktirai gcgea diese Verimdungea emhergdiea, 
G^eastand der Erfindung. Insbesondere konnen so akute «it^mdtidift Eikrankungea 
wie Z.B. hieimioaie, (acmienikmcidiiftas, Vinisliepatftis oder duraiiscli eatzflndlklie 
Eifcrankungea ivie z.B. Moitms Crohn, Colitis ulcoosa odcr Autoinodmiinaicrankimgea 
wie Z.B. Autoinnmrnhqiatitis, Sjogrens Syndrom, Wegnersdie Granulomatoses 
xheumatoide Aiifaxids, idiopadikdie Oiganfibrose wie 2.B. Lungeafibrose diagnostiziert 
wodea. Ganz besonders gedgnet ist das Nachw»svei£direa zur Diagnose uad 
llierapidcontroQe Spmc Da sich do* Test scbnell und kosteagonstig durdifBhrai 
iSfit, ennd^icfct er dn eflSbaeates Screeaing der Bevdikenmg auf tTG-Antikdiper. 

Die erfindnng^emiB emgesetzte tTG kann humanen, tierisdiea, syathetisdiea oder 
lekombinantea Ursprungs sein. d>easo die tT&eadialteadea Verbindimgea, die 
zusatzlicli audi danus konolniertea Urqnungs sein kdanea (z.B. tierisdie tTG 
verinmdea mit syndietisdiem Pteptid). Als tTG-caliulteade Veilnndungea ^veiden im 
Sanedo'Er&dungdiea&dieVcrinndungeadertTGaiitl^einea oder derai Anakga 
ventandea. Als tTG-Anak«a oder Aaak^ dieser tTG-eathakeaden Verinndnngea 
wodea im Sinne der Fjfindmtg aDe antigeaea Struklurea ventaadea, die mit 
Antikdipeni g^ea tTG oder tTG eadudteade Verimidungea cine Immuareakdon 
dqgdiea, zB. qntketisdie FeptkkL Ak innnunreaktive Seqneazea smd proteolytisd^ 
syntfietisdi od» gentedmisdi hogesldke Fiagmeate d^ tTG odw der tTG-eathakeadea 
Veri>]ndungea and derea dmdi Anstaudi von Aminosiurea edudteae Variaatea zu 
verstdiea. 

Der ofindungsgemlfie inmmMdogisdie Nadiwds wird nnttds b^annter Melhodea 
durdigeffihrt So kaan zur Detdctiim der Patieateaantikdiper jedes bdid>ige direkte (z. 
B. mit dnem Seasoidiqi) oder indiiekte Veifilirea zur Anweadung kommea. 
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Bd dea dirtkten Veffihiea wind die Bindimg der nadizuwdsenden Antik6iper an das 
Antigen fiber erne Andenmg der diemisGiien oder pliysikalisdiett E^geasdiaften 
besdnmit, so dafi nadifblgende Detdctionssdiritle ntit mailderten Bindung^aitnem nidit 
notwendig sind. 

EifindungsgemfiA bevoizugt eifolgt der Nadnvris do* tTG-Antik&per in dniem 
Innnunoassqf; bevmaigt in emem Fesiphaseninmunoassay; imtcr diiekter oder 
indiid[ler Kopphmg eines Reaktion^aitners mit einer gut nadiweisbaren 
Maildenmgssubstanz. Besonders bevi»ziigt laum d^ Nachwds in emm ELISA, eaneam 
RIA Oder dnem Fhuneszenamnnmoassay erfo^gea. Die Dmdifiilinuig dkser 
Nadiweisverfihren ist dem Fadunann gut bdaumt 

So wild z£. in einonELISA das Antigen, imvoili^enden Fallz^B. tTG, dir^ odw 
indiidct an dne Tiigersubstanz, wie bd^idswdse PolysQnroI, gdmndeo. Nadi 
Ihkuhatifm nut den nadizuweisenden Antikdipem, zB. aus dem Swan von P^tienten, 
werdea Antigen-gdwndene Antik6iper dirdct odo* indirekt suttds Enzym-gdcoppeher 
Substanzen nadigewiesea. EMese Substanzen k&men Antikdiper, Fragmente von 
Antikoipem oder hodiaflSne Mganden wie zB. Avidin» das an dne Biotin-Maikienmg 
Wiidet, sdn. AlsEna^Fmekommen bei^ielsweise die Peroxidase, alkaHsdie Phosphatase, 
3-Galaktosidase, Urease oder Caucoseoxidase m Betndit Durch Zugabe eaies 
duromogenen Substiats ktanea die gdmndenen Ena^me und damit beiq^idsweise die 
gehundenen tT&-Antikdiper qiiantifizteft werdea. 

AudiinemmRadio-InmmnoassayistdasAnti^zA. die tTG, dirda oder indiiekt an 
dne Tfigersubstanz, wie beispidswdse Polystyroi, gdnmden. Nach inlciiKfttiwn mit dea 
aadizuweiseaden Antikoipem, z£. aus dem Serum voa Pfttientea, w^ea Antigoi- 
gdnmdene Antikoiper mittds Substanzen nadigewiesea, die eine ladioaktive 
Maiiderung, bdspielsweise ^ tngea Diese Substanzen kfionea Antikfiiper, tm gmeate 
von Antikoxpon oder hoduifiBne Ligandea wie zJB. Avidin, das an dne Biotin* 
Maridouog bmdet, sein. Die gdmndeae RadioaktivitSt kann mittels eines gedgnetea 
MeOgoits quantifidert werdea. 
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Nach dem gleicfaen Pnaip wetden ia dnem Fhioreszeaiiinniimoassay die Aatigen- 
gefaandenea Andk^er mittds Substaozea nadigewiBseo, die cine Fhioreszaiz- 
Maridenmg, bei^ieiswdse Fhumscein-IsodiiM^aiute (FTTC) tragen. Dwse Sid»staiizen 
IdSmm Antikdiper, Fragmente von Aatik&tpem oder hodiaflBne Lagandeo wie z.B. 
Avidin, das an cine Biotin-Maikiening bindet, son. Die gebnndeae Meqge an 
Fluorefizeu&ibstoffwnd dann mittds ones gedgneten MefigoSts quantifiziert 

Fjfindmtgge miB ist es audi mS^lidi, db PlitieotaiantikAiper in dnem 
Agefatm a ti onstest oder Gddiffiisionstest nadmnvdsen. Audi diese Nadiweisvafilifes 
fiiod dem Fadmiann bekamiL So werdea betm Geldi£Sisionstest in beaacftbaite, 
nahdi^eade Veitiefimgen von Agar- oder Agaroso-Platten z.B. die Antigeo- bzw. dk 
Antikdiper- Ldsimgea gefuIlL Im voiiiegend«a FaO kann die Antigealfisimg 
bdspidswdse die tTG-Ldsnqg nnd die Antikdipeil6suiig bdspidswdse Blntsenmi sdn. 
Diffimdieren die Substanzea ans iiuren Veitieiungen. bilden sidi ausgdtend von deo 
Voti^mgen Kmzentration^dieBten. Wean die fibolappeDdai Antigen- md 
AntaL&per-KnizentrBttonea im Gd innolialb bestimmta- Vediittnisse li^ea und (Be 
Andkdipeildsung Antikdiper gegen das Antigen enthilt. bUden sidi im Gd siditbaie 
Frazipitate. 

Bdm Agghitinationstest werdea Antigen (z£. tTG)- tngeade Paitikd, zA. aus Latex 
Oder Folystyrol dudi Antikfiipcr, beispiefewdse ans dem Serum, quenremetzL Die 
gdnldeten Aggregate lassea sidi bei^ielsvveise tuilMdimetiisdi nac^ 

Effiadmg^gemiB gaaz besonders bevonngt wild der Nadiwds mit dnem IgA- 
yeafisdiea oder ^gG-spezifisdica ELISA im Scram von Spnie^Prtienten Awrf. g.>«ai» « 
Dabd bat sidi gezdgt, dafi sidi der auf der tTG basicraade neu entwickdte EUSA- 
Nadnvdsv«n]gA-AntikdipemimSenimvonSpnie-Patieotenau%nmd sdner boben 
Seasitivitat und Spezifitat hervonagead zur Diagnostik und Tbenpie-KontraDe der 
Spme eignet Dies wild audi bd der Ved«iifi.KMitrone der bdianddten Puienten 
dcatKdi (Titer-Ahfin unter IlierapieX En Veiglddi der erfindungsgemSBea EUSA- 
Datea mit den Immunfluoreszeaz-Auswertungen Dritter (Nadiwds von IgA anti- 
Endomysium) zdgt eine gute Ubeieiastimmnng. Unstimmigkdten tietea vor aUem bd 
niediigea Antikoiper-Titem au^ was jedocb zu Lastea der bisher als Goldstandard 
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gdlendea mdirektea limimnffaioreszenz gdit Dies ist ii.a. bedingt durdi die subjekiive 
AosweftDng und die un^eadfisclien B^eitreaktiimen dieser Metbode des Standes der 
Tedmik. 

DtfeDtspiedicade, auf Antikdipem anderarKbssea beniheade Nadiweis, •it%^ g f am 
Beisiiid der ^G-Antikftiper^ eignet adi 211m Auffindea vcm Sprae-Pkdenten nut dnet 
](gA*I>efizienz sowie zur Untersndiung andem Erknmkungen, die not einer 
InmBinreaktiim g^ea die tTG einhageiiea. 

Eine weitoe Veibessenmg der NadiweisDiethode tiitt bei Venveadimg au%a»iigter 
tTG aus MeersdiwetDGheii, humaner tTG, proleolytisdi oder genteciiiiisGii oiiahener 
imonmieaktiver Sequenzea oder Analoga sowie synthetisdiar inummogeno' tTG-P^tide 
im Testsystan dn. Ein ELISA air Diagnostik imd Veriau&kontrolle anderer 
Edoankimgeii, die mit einer Immimieaktioii gegen die tTG einhergeheai, wild la Beispiel 
3.3 besdiiieben. 

G^eastand der Etfindung ist weitedun dn orales pharmazeiitisGlies Nfittd zur 
B diandhmg von Eikrankungen, die nut einer Immunreaktion gegen tTG, tTG 
enthakende Veibindungen, derea ant^eoe Siniktiirea, immunreaktive Sequenzea od^ 
Anatoga einheigdiea, gemSB Anspiudi 10. Vorzugswdse ist die orale Damidiungsfimn 
dne Tablette oder Kapsd. Dabd wird dmcfa Verabrddiung von tTG, tTG ^thahendca 
VerUndungeo, derea antigeaea Strukturen, imnamieaktiven Sequenzea oder Analoga 
eine oiale T<deianz erzeugt Die oiale T<rfenmz wird zum dnoi ditrdi die mic Zufiihr 
des Autoantigeas encidit, zum aaderen exisdert ein sog. JBystander*EflMct^ sofim das 
die Kiankheit ausloscade Auloantigca nicbt bdcannt ist, kann in etn^gca FSOea ein 
andeies Ant^en, das imZkioigan mit dem bmmmsystem in Kontakt kommt, zur oraka 
lliefq>ie venveadet werdea. Dieses Antigea ist dann in der Lage, Ideal die Antigen- 
^ezifisdiea Siq>pressw-T-ZeOea zn stimufieren und dadurdi nie systemisdie 
bnmunantwort zu unterdrudua. Erst bd hSber^ Antigen-Dosis wird erne Anergie 
autoreaktiver T-Zdlen au^ddst 



Die orale Toleranz ist die praktisdie Behandhrngsmethode von diversea 
Autoimmunerioankungea. 
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Bevonugt dient das erfindimgsgemaBe phannawiitisdie Mittd zur Bebandhmg der 
Spnie, aber audi von andcfcii dmnuscli entzQndliGlicii IlaTm ^ficnittlcimg^ und 
guloiiiiiiiiDien Hepatidea. 

fifindungsgemifi woden die tTG^ die tTG*eiitbalte&den Vobindiiiigen, derai antigeae 
Stniktmen, immmiieaktive Seqeunzen o6a Aiialoga in mner Dosis O.Ol-lOQn^g/Kg 
Koipeigewidit gegebetu 

Das effindung^ganiBe idiaimazeiitisclie Mittd kam gtsdheoaiMis phannazeutisdi 
vemagiidielfilfistoffe eatliahen, wie z. B. ia der Galenik nblidie FflUsto£Ee, fili>itmittAi 
Spe&gimttd, Bindemittd odor FomieatremumtteL Der Antdl der pharmazeutisdiea 
Hil&stofie kann in Abhangigkdt vom gewahken Wirkstoffgdialt in wdten Gienzen 
vaiiieren und betragt jewdls 0,1 bis 20 Gew.%. 

Die mit der voiii^endeD Erfindung endditen Vortdle bestdiea sonst insbesondere in 
eittcan nidit-invasivea, hodi spezifisdien, g^en das direkt mit der EilcrankuQg 
assoziiefte Agcns geriditeten Nadiwetstest fur die Sprue und derea Therapi^-KontroIIe. 
Daiuboliinaus bestdit der groBe Voitdl des eatwidielten Tests in der sdmdlen, ktdit 
und kostengunstigen Dmdiffiihibarkeit und der Standardisieri>axkeit zwisdiea 
versdiiedencn Labors. Der Test eaaO^idA daduidi ein eCEziaites Screening der 
Bevdlkerung auf Antikdiper, geriditet gegen die tTG. 

Md^iddceit der quantitativcn Ausweitung der Test-Daten ist zudon durdi derai 
Objdctivitat g^enuber der subjektiv gepragten Auswertung einer Inmnmfiuoieszmz 
fi>criegen, Immunfluoxeszeaz-Auswotungen weiden aufierdm, vor allem bd niediigen 
Titem, dnrdi unspezifiscbe B^leitreakticmeii erscbweit Dmdi den Einsatz des 
qiezifisdien Auloantjgens im Testsystem kfinnea die bd der InmninfluOTeszenz auf 
Qsqphagusmaterial v«m nrimaten bzw. Nabeisdmuren unspeaSsciien Reaktionm 
wdtgdiendst ausgesdudtet werdea. 

Da der Test sowoM auf Andk&per der IgA- als audi andowr Antikdiper-Klassen 
anwendbar ist, wodea audi Spnie-Puieatea mit dner IgA-D^zieoz eiMt Der auf 
Antikaipem g^en tTG bendtende Nadiwds dgnet ddi d>easo zom Auffinden, zur 
Untcrsudiung und zur Ther^idccmtrolle andtfer Erkrankungen, die mit dner 
Immnnantwoit gegen die tTG einhengeiiea. 
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Desivatma bestdit durdi die Identifiziaimg der tTG als Automtigeo der Sprue die 
Md gKchkcit , dieses in seiner Gesundidt bzwc dessea innnunieaktive J^itope 
(pxoteolytisGii oder genteduusdi heigestdlte Sequenzm, Analoga oder syntfaedsdie 
Fq>tide) zur ormkn Thmpk do* Spiue, sowie anderer Eiknnkungen, die dmdi etne 
Tmmimflntwfwt gege& die tTGgdfeanzdciuiet ^m^^^y^n 
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Ausfihrungsbeispicle 

Bcispid 1 

hoiiamiig nnd CharaktcrfaMniiig AntoantigcM 
1.1 Immunfluorc«zcaz> APAAP-Firtmngen 

Die FSibaqgn wuiden auf versdiiedeBco, m 100 % Methanol fiber 2 nm bd -20 % 
fixieiten Zdfinien, durcfageffihn 

Beimlimimnfluofeszenz-Nachwets wwdea die Mpaxate mt Sprue- bziv. Kontrollserai 
i&kubiext, gewasdiea und nut einem TRrrC-maridateQ anti-iiuinaii-IgA aus Kanindiea 
detektiert (Sdiuppan et aL, J. BioL Chem. 1990;26S:8823-32). 

APAAP-Maridenmgen wiuden nadi Inkubation der Zdlen mit den Spiue-Sma, 
Wasdien und der darauffolgenden Deldcdon mk dem APAAP-Koiq>lex durdigefuhit 
(CordeD I. L. et aL, X Ifistocbem. Cytocbem. 1984;32:219-229) 

Dabd zeiglea HTIOSO (humane Fibrosaifcom-ZeilenX WI38 (humane embryonale 
LungenfilmblastenX Hepl und HqKSZ (Hq>atokaizmom-Zeaen) mit den Patienteaseren 
emdeutig positive, ^o pla sma t ische Sjgnale, wog^en Noimalserea oder auch one 
Voibehandhmg nut humaaem |gA keiae Maiidenrng zeigten. Humane 
VoxhautfibroUasten, humane RhabdomyDsaxkom (RD>- / Ratte»»Ito- / Ratten-Monis- 
Hqiatom- und Ihmd-MDCKrZenea zeigtea nur sdir sdiwache bis n^ative Reaktianai. 

Dk Qiaraktexiaerung und IscAenmg des Antoant^gens ivurde aus HTIOSO ZeJlea 
durcfagefiihrt 

Db Zdlea ivurdea in Dulbecco's modtfiziatem Ea^e Medium (DMEM, Gil>co) mit Lr 
Alanyl-L-Ghitamme, 10 % fotakm KUbmerum (FKS, Gibco), 100 U/ml Penizillin und 
1 00 pgAid Stieptomyzm (Seromed) bet 37 und 8 % CO, kuMviert, Zur meubolischen 
Maddoung wurdea dk Zdka in Kjihursdialen mit ^ 

Enrichea einer -90 %Hgea Konftienz 2 b in Methionin. und FKS-fidem Medium 
gehahen, bcvor dieses gegea 3 ml FKS-fireie% ^S- Methionin (0,2 mCi, Exprc^S^S, 
NEN-Dup(mt) eathaheades Medhun au^etauscht wurde. Nadi 16-20-stuadig^ 
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I htai h a tkni wurde der Obentmd ab g e uouim m. Die Zdkn wuiden not Fho^ha^nifia 
S (PBS, Seromed) ge^ilh und wsdiKeftrnd m 3 ml Lysqraffir (50 mM Tris-HO, 150 mM 
Nad, 0^ % Tiium X>100, 0^ % niditioiiisGhes Detosnz KXPAL CA-630 [S«n»], 
PMeasemlulritor CompleteOIBodimiger], pH 7,5) lysaort Im Ansdilofi winde sowoid 
mit dem Nfedmm als mdi dan Zdlysit due IinnBiq>iiz^Mtatkm nut CNBr-abiviatcr 
S^iarose 4B (Fhannacia) duidigefiliit 

f 0 Die Akdviming und Bindimg n die Sqdiarose eifidgte nadi Itostdkniigaben. Nadi 
dem QiieDea raid Waschoi a 1 oAf HO, pH 2,3 ^woide die CNBr-ak^^ 
io 0,1 M NaHCC^ 0,5 M NaO, pH 8,3 , mit dnem g^oi humanes IgA goiditeten 
Aotikeiper ans Kanindiea (Dianova, 2,4 Antikdipei/ml Sqdiaiose) fiber Nadit bd 4 
'^C inknUat l^dA gdnrndoie AutilAiper wutdea durdi Wasdien mit don 

IS Biadiingq>ufifer entfont, nidit besetzte Bindungsstdlea durdi Ziigabe von 1 M 
Fthanol a min , pH 9,0 , bd Raumtenyeratnr 2 h abgesattigt. Dmadi wmde die Sq>harose 
3 X ahemieraid (je 10 x Vol) mit 0,1 M Natrimnacetat, 0,5 M Nad, pH 4,0 , und 0,1 M 
Tris-HO, 0,5 M Nad, pH 8,0 , gespuh. Es fo^ dne Inkubatimt der Sq>liaiose imt 
Sena von Spnie-Artieatai bzwr. gesundoi Persooen (0,5 ml Serum^d Sqibarose) bd 4 

20 QbCTNadit in Kndungspn£Eer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCI, 1 mM CaCk, 1 mM 
M^di, pH 8,0X Obeisdiasaige Senmi-AntikAiper wuden dmdi 3 x ^>fika mt 

Je 1 ml HTIOSO-Medium oder Zdiysat (ca 5x10* Zdko) der metabfriisdi maildexten 
Zdlen wnrden 30 nm bd Raumtenyaatur nit 50 CMB-Scpluunse (Fhaimada) 

25 voriidad)iert,iataispedG8dibindendeItotdDea 

000 x g, 5 min, 4 **€) wuidea die Ubcntinde mit je 50 (d der Scpliarose, an die xuvor 
IgA der Patieatea Inw. KontrdlpcrsoDCtt gdnmden ivuide, fiber Nadit unter Sciiflttcb 
bd4 ^'C inkubieit Dann wurden die Sqdiarose-Pdietsje 3 x mft 1 ml WasdqNi£^(10 
mM Tns-HCI, 1 % IGEPAL CAr630 [Sigma], 0,5 % Natriomdesoxydioht, 0,1 % 

30 Natriumkmjtad&t, Complete®poeiirin^], pH 8,0) gewasdien, grfolgt von I ml 10 
mM Tn^-HCl, pH 8,0. Daaadi wudcB db Pdlets in SDS-Frobeapafifer au%eDQmma>, 
bd 95 't; 5 nununteriednzieraideD Oder aidit reduzieRndea Bediagungea inknbieit, im 
10-12,5% SDS-FoIyaa>ianm4gd an^etramt (Lamndi, U.K., Nature 1970;227:680-685) 
und in der Aotoradiogrqiliie nadigewiescn (Abb.1). 

35 
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Das gdnmdeae hodunoldailare Pntaa aus dem Medium erwies adi bea wdterai 
Uateraidnmgea als Fiimmdctia. wddies u.a. jmspesaRsch an die Sqiharose gdmndcD 
wild. 

Eiae zeUassoznertes Plroteai von 85 kDa lumnte jedodi mit aDea 30 Mdier so 
eingesetzten Sprae-Serai pfi^itiert werden, wihnnd dies mt 15 KontrollseRa, 
danmtarNonnalseren, Sooivra Padenten mit Colitis Ulcerosa and Sjdgnas-Syndram, 
nidit moglidi war. Ifiesraos wnrde geiblgert^ daA dieses Frotem das wesesdtdie 
Autoantigett der ^lueTqnSsentiert. 

Der autoradiognqiliisdi siditbaren 85 kDa-Bande wuide in emer Pkoteinfiilnmg do- Gde 
mit Silbenutnit (Heukedioven, J., et aL, Electrophoresis 1985;6:103-112) eine sdiaifc 
Froteinbande zugevnesen. 

13. heUamng und Anfr dnigiiiig 6t» 85 kDa AntoantiyiMit 



Zux Isolienmg grdBerer Mengen des Autoantigeos \fvuideD in^esamt 65 Kultusdialen (je 
175 cm") der Hr]080 ZeOen (etwa l(f ZeOen) kultivieit Knrz vor Eireidiea der 

20 Konfluenzwunb das Mediimiig^enFKS-fiaes Medium au5getausdrt,ge^ 

Inkubation fiber weitere 16-20 h im COrlnknbator. Die Lyse bzw. Iimmmprilzq>itatioii 
eifolgten wfe oben besduid>en. Das Sepbarosepdlet wurde in in^esamt 4,5 ml SDS- 
PJobenpuffer mit 2 % DL-Ditfaiotbreitol (Sigma) 5 min bei 95 "C infaibieit, um 
gdmndeoe Proteme zu iSsea md anscbfieBend im analytisGiieD SDS-PolyaaylanDd^ 

25 obapiufL 

^ weiteren Aiifi«a%mg des Antoantjgeas winde das InnuDptizipitat fiber eme 
dutionsekbroiiiioresemit ciner Pkep Cdl (Model 491 BIO-RAD) wie folgt au%etnamt: 
Auf dn Rundgd (Aufien-Duicbmesser 3 cmX bestebend aus 6»5 cm Titm^d (8 % 
P0lyaci3fiamid, pH 8,8) md 1.5 cm Samme|gel (4 % Potyaoyiamid, pH 6,8) wurden die 
4,5 ml des PlroteingemtSGiies au%etnigen und elektrophoretiscb au%etiamt Die 
einzeJncn Ptoteine wurdea im Ftationspufl fe r (25 mM Tris-HCi, 0,1 M Glydn, 0,01 % 
SDS, pH 8,3) in Fraktioiiea i 1,2 ml (0.8 ml/bin) gesammelt Die efaiienen Fraktionen 
wiiden in der SDS-FAGE kontroOiert und die das gewOnschte Protdn entbaltenden 
Fiaktionea (etwa 15 ml) vereinigt und mit Hilfe einer Utrafikration (Aimcon Centiipiep- 
50 bd 1000 X g) auf circa 1 ml Gesamtvohunen auikimzeoiiiert 
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lA. ftrotease-Vardau dts Autojiatfecng 

UdIo- mduma getest^en Proteasen wiirde die Endoprotdnase Asp-N (sequeacmg 
gnde, Boduiqger Mannhetm) ak m Fn^gmcntieniiig gedgnet annttdt, da ae em 
wdtestgeliend leproduziabares ^^^puftm^fffi^r mit refativ pit tnambanai Fnip m«it^ 
mndgKchte- Die En^m- zu Substiatkonrentiatiwi wiirde auf 1:100 emgesteOt und der 
Verdau liber 30 nun bet 37 dudigefiifait. 

IJS. Tranifer auf PaVF.M«iilir«n 

Nadi Veidau des 8ii%ardiugten Autoaatigens wurden die Pq>tidfi«gmeate auf einem 
prqiantivea 10 % Tricine>Gd aul^etramt (Sdiigger, H et aL, AnaL Biocliem. 
1987;166:368-379) (AblK2) und bd 4 *C im Senri-Diy-Fastblot-Verfiihren unter 
Vowmdung graphithaltiger Etektrodeq)]atte& (Fasd>lot B32/33, Biometia) auf erne 
PVDF-Metnbtan (Fdyvin)£deadifluQri^ ImmolHkm™ MS^ofe) tnmsferieit Dazu 
wuidea folgotde Sdiicbten auf die Anodeq>latte gd^: 1.) ein FOteipapier. getrankt in 
Anodaqtufifer I (300 mM Tris-HCl, 20 % Medumol, pH 10,4X 2.) ein Filteq>apia, 
getrankt in Anodenpuffer 2 (30 mM Tris-HCl, 20 % Methanol, pH 10,4). 3.) die PVDF- 
Membran, aktiviert m M edianol und piteqnilBMiert in Anodoqiuffo 2, 4.) das TricaBe> 
Gd, S.) zwei UleqMpiere, getiinkt m Kadiodeqpufier (23 mM Tris-HO, 40 mM e- 
Anuno-o-Cqmrnsaure. 20 % Methanol. pH 9»4X 6.) db Kadiodeiq>latte. Da Transfer 
wnrde 35 mm bei 180 mA duid^geffihit 

Die PVDF»Mdiibnn winde dannfluD m 0,1 % Commsae Bhie Sovb R-2S0. SO % 
Medumol fiir 5 nm gefiibt. mil SO % Medumd. 10% Es^gsfiure eatfiibt. gcfindlidi nit 
destiifieftem Wasser gewasdieB uaA lufigelrodaiet. Chankteristisdie Bandea des 
venlautea Autoantigeos bei 10 kOa, 14 kDa. 16 kDa und 25 kDa wuiden soigfihig 
ausgesdiniftea und N-tenninal ansequeazierL 
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1.<L RrfiMn-Ahhaii 

(gemifi Edman and Heaschen in: Needleman, S.B.: Proteb Seqaenoe Detennmation, 
Springer Veriag, Beriht 1975;232-279) 



Db Seqneaziening m etncm. App^ Bioqvtems 4778-Seqiieaator ogab dni 
Ammosinre-SeqneBzea, wddie mit der Swiss-Fkot 31 DMcabank (vm PC/CKNE, 
btdfiGenedcs) vogfidien wuiden. Daiaus kannte bei mSnhn^i^ Di^ordan:^ dne 
dndeutige 2^ioidnmig der did Fiagmeate air humanea Gewelte-Tian^itaminase (t 
TG, EC 2.3.2.13, Brotdn- Ghtf a mm Ganuna-Cautamydtnmsferase) geanaciit werdeo; die 
Angabea erfolga im 'one letter code', X bedeutet kdne Uentifiziening: 



t-Tran^^utaminase: 
lOkDa-Fxagmeat: 



28' REiCLWRRGQPFW 
REKLVVRRGQPF(S) 



t-Tran^Jutaminase: 
14 kDs-Fragmeat: 



58 1 ' DLYLENPEIKIRILG 
DLYLENPEKDOLG 



t-Tran^hitamtnase: 
16ia>a-fingnieDt: 



438'DITHTYKYPE 
DITLTYQYP(V) 



Dem 25 kDa-Fragmeat koonte keine cindendge S«quenz zugeordnet weideo, da es sidi 
dabd nm etn PqrtidgenBsdi handdL 



der Ggwdbc-TVansgl ataimuiMC ftTG) ah Snrue-Autoantiytm 
2.1. Immu npraaDitation der tTG vom MeeradiwdBrligii 

Bd konunenddhr Veifigbaikdt und dner Sequenz-Homologie (>80 %) xat humanen 
tTG wurde die tTG aus der Leber des Meersdiwdndiens (Sigma) zunidist 
gekfebrophoredsdi au^etreont, urn dessea Rdnbdt zu iibeipriifen. Die tTG stdh 
dabd neben mefareren anderea Ptatdnea mit ca 50% dne der Hauptbandendar. 
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ObwoU skh die bumane tTG not 687 AnunosiiiieB mnr gexingffigj^g vom 
5 MemdiweinGiieoprcrtdn mit 690 Anunosaurai untrndbiddet, besitzea die beiden 
Proidne em sdir imterscfaiedKdies Laufv^iiallen im SDS-Polyacrylamidgel. Wdnend 
dasl^ein tferiscfaen Urqmmgs erwaitung^emfifi bd 75-80 kDa eisdieiat, wandert das 
hnnaiie nroteia deullicii weaqger fidmdl and tiiisdit» wie audi in der litentor 
besciirid>ea, trotz offiaibar fiUe&der N-Caykos^iening ein apparentes MokkulaigewiGiit 

10 von 85 kDa vor (Geotile, V., et aL, J. BioL Chem. 1991;266:478-483) 

Die Reakdvitat des menschKchca Auto-Antikdipeis aus S^iue-Sefcn imt der 
Meefsdiweindiea-tTG wunfe in einer IiiiiiBiiq>iazq>itaticm getestet Dazu wurden 4|ig 
tTG (Sigma) in 500|il Lysi^uflBv, 0,5 % Rindersetumalbuiimi mit an 4B-Sq>harose 
gdLOppeltan S|>iue-IgA bet 4 fiber Nacbt gescfauttett, gewasdien, in SDS- 

15 Probe^ufl^ imt^ ledoziefeadea Bedingimgea gekodit und im 10 % Pdlyaoylamidgd 
au^etremit (& 4.1J2.). Ifier zdgte sidi cine spezifisdie Prazq>itatioa der erwaxteten 
Bande (Mr 80 U>a) nidit aber dor Venmretnigmig. 

Z2. BeatStignng der tTG nh Amonntigtti im Wcstemblot 

20 

Nadi Anfirennung von 2 |ig der tTG aus Meersdiwdnchen im SDS-Gd mid Tiansfir 
aiif NitrozeOulose wiirde der Bkt bd4%:inPBS,2% fettannen Magenmkiipalver, 0,3 
% Tween 20, pH 7,3 fiber Nacbt Uoddeit. Es fc^en dne dnsttindige bkiibation nut 
S^iue-Serom (1/200) in demsdben Pufifer, drd Wasdisdnitte mid eine einstfindige 
25 bikiibation mit an alfcaKsdier Phosphatase gekoppetten Antikdipem aus Kanindiea 
gcgea famnanes IgA, (1/500). IXe Blots wurden in PBS gewaschen imd mit Nitro Bhie 
Tetiazofium imd 5-Bioni-4-aih»^*3-]ndolylphosphat als Substrat entwickdt (Blake, 
MLS., et aL, AnaL Biodiem. 1984;136:175*179) 

Die 75-80 kDa-Bande eargab ein eindeutiges positives Signal mit dem ^xue-Somn, als 
30 wdterer Bewds dafiir, dafi die Seven vmi Spnie-Pfttienten Antikdiper der IgA-Klasse 
g^en die tTG enthahen, wihiend KcmtroUsmn kdn Signd eigaben. 
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23. BtttatiCTng dcr tTG ab das Endomvaimn-^Autoantiggn In dcr ipdirAttn 
ImiMnnll ucMreiaBMIZ 

dsophagiis-Gewcbesdmitte von Pkimatea (EunMnnmm, Deutsdiland) wuniea zmn 
mdirdctaiNadiweisder^A-Aiitikdiptf geg» dcna 
lohibition durcfa tTG vowendet Nacli VoiinkubatiaD von 10 fil des 1/320 m FBS 
vefdunmea Parientensennns nut 0,S oder 1 0 pg tTG aus Meersdnvdndien (Sigma) bziv. 
10 (xg BSA (S^ma) fiber Ih bd Raiimteniperatur, erfolgte dessen Inkubadon mit den 
Osophagus-Sdmitten 1 h bd Raumton-pefatur in feuchter Almo^haie; Zur Ptoativ^ 
bziv. Negativ^Kontrolle dienten Spnie-Senim (1/320) bznr. Seren von Gesimden (1/50X 
Nadi drdmaligem Waschen da^ Sdmitle in PBS/ 0^% BSA und Lufhrocknea wurde die 
Detekdon des Aiitoantigens mit einem IHITC-maridaten, gegen humanes |gA 
gericfateten, Antikdiper aus Kaninciien (DtanovaX 1/50 m PBS verdonnt, 1 h bet 
Raumtemperatur durcfagefiihit Uberscbusage Antikoip^ wurden durch siikzessives 
Wasdien mit PBS/0^ % BSA» PBS mid destittmtem Wasso* ent&mt. 
Das IWentensaiim zeigte dne dratlidie Anfirbung der EZM dxadk die Antikdiper der 
^-Klasse^ die durdi i^igabe von stdgenden Konzentnitionea an tTG iidiibiett wuiden, 
nicht jedodi duxch Vorinkubatioa mit BSA. Die Kontrolte mh Scnun von Gesmiden 
zdgte kdnedd Anfiibung der Qsqihagus-Sdmitte. 

BeisDicI 3; 

3.1, Entwickliiiig tsintar Snnic-gD mfischfm ELK A T rA->Antik&rpiirB mr 

Biagpostik und Vcrianf Aontrone der Snwie 

InPtoIystyrol-Mikroplattea(GranerLabor^^ 1 
Meerscfaweindien-TnmsgMaminase (Sigma T-S398) in lOOfil PBS pqiettieit mid 2 h bd 
37*C unto- Iddit rotierenden Bew^^ngen inkubiort Nidit gebundene tTG wurde duidi 
Spulenmit PBS (3 x200)il) entfemt, firde BindungsteDen der Vertiefimgen wurden mit 1 
% Rinderserumralbumin (Sigma) m 250 |d PBS fiber Nadil bd 4 blodd«t. Nacb 
Wasdicn mit PBS/0,1 % Tween-20 (3 x 200 fd) wuiden die Venieamgen mit 
sequen t idien Senun-Verdiumungea in IVS/O^l % Tvveen-20 (100 (tl) fOr 1 li bd 
Raumtaiq>eratur unter Iddit rotkiendea Bewegungen idcubieit, mit PBS/0,1 % Tween- 
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20 (3 X 200)il) gewasdien und danmfttn nut dnem Peroxidaso-k<Hgugmten» gegen 
bmiumes IgA g^iditcten Aat&fiiper ans Kanmclim (Diamyva) (1/400 in 100 (i! PBS/0,1 
5 % Tween-20) 1 h bd Ramnteflqycntiir mkuUeit Nadi Wasdien mit PBS (3 x) erfo^ 
one 30 mm htaihatioii bei Rttuntempefatiir im Dnakda mit je 200 |il 0^ 1 M Qtn^iuflEer, 
17,6 mM 5,5 mM o-Phcn}iendiainmhydrodik>rid (SigiiiaX pH 4JL und die 

msdiBeBcnde Detektion des gdnidetcD Faibstofl& im ELISA-Read» (MRX, Dynatedi 
Laboratories) bet 450 mn. 

1 b Gelestet wuiden 20 Seren von iSpnie>Patienten vor md nadi Tlierapie mit duten-fieier 
DiSt, dJt bk der aktivoi und weai^ aktivett Phase der Eikrankuiig. Das Testsystem 
envies sidi als hodi sensitiv, mit emer guten Koirdation d^ Weite w aktiven Fiiase der 
Spiue. Die 11ierq>ie*Eifi>lge dmcfa Finhalten einer Diit ^iegdn sidi in dner Abnahme 
der ^-Antikdiper g^en die tTG widor. Die groBe Spedfitit zdgt sidi in der geringen 

15 Extinktion ^fintognmd-Levd) der KontroDseren von Gesundea, Patientea mit Colitis 
ulcerosa, Ld>er2iiriiose, diversen Tumoien, l^grens Syndrom u.v.m. (Abb«3). 

3>2. Entwiddung einer F T J5gA mi t Antikornem andcrcr Massen znr Diagnnatilc 
und VeriaufskontroDe der Some am Beisuid der feG-Antik8nicr 

20 

Da ca 2 % d» S|>nie*Patientea eme J^^Defiaeaz besitni, wuiden die Serai auf ihie 
SensEtivitSt und l^>ezifitat von IgG-Antikoipem gegm tTG getestet Die Duicbffihnmg 
des EUSA ofolgte me unter 3.L Es wnnle ledi^Sdi der Peroxidase gekoppdte anth 
bnman IgA Antikfiiper (DianovaX g^en einen aati-humaa IgG Antikdrper (Dianova) 
25 au^etausdit Die Wene der ^loe-Patienten eat^radien in 3irer Sendtivitit, sowohl 
vor als audi nadi Cauten-fireter Diat, den mit IgA Antikfiipem efliahea» Datea. 
Emige KontroUserea zdgtea kadit erbdhte Werte, was fiuhmn Befimdea eino* 
vonunderten SpezifitSt dex EndomysiuiiHAntikoiper in der indirektea Inmumfluoreszaiz 
der Ig&Klasse entspridit (Abb.4). 

30 
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33. Eatwi A^^wg »inm» EIJSA »« r DiagiMwtik mid Vcriauftkoirt 
Erfcranknngen. die ait dner Immmireaktioii gtgcn die einhi 
Beispiei der leG-AndURrptr 



Db Dardifiih n m g d e « R f M S A crfblgte wie nnter 3.2. bescfarid)ca. 
Die Seven von Patknten mit diromsdi eatzOndlidiea oder autcnmnunea Etknmkuiigen 
(Colitis ulcerosa (C.U.X Moibas Ckoha. akiite AntoiiniBiiiiliepstitis) idgten locht Us 
imttelgradig edOttc Wertei 

Damit ist durch Einsatz z.B. des Ig^spaa&sdiea ELISAs fiir Antoantikdipa- g^ea die 
tTG die Diagnose imd 11iera|»Aoiitrolle von FBtienten imt Efkrankmigai, weldie imt 
dner lomaumeaktioii g^eo dw tTG einheigelien, moglidL 

Beispid 4; 

Neae FuiJrtion der Gcwebe-TramglBfa niiinase (tTG\ ia der Onwvernetoing van 
GBadia 

Wilirend der diirch die tTG katalysierteii Reaktion do breites Spektnim an Acyl- 
Akzeptorea zur Verfdgimg stebt, sind mir weajge Mokkfile m der Lage als Ac^ 
Donmai ai fimgiefGa. In einem in vitro Vetsudi konnte dw durdi die tTG vennittdte 
Embau von radioaktiv nwitiertcm Putrescm in CHiadin imd Amwf die Ftanktioii voa 
Gliadin ab Donor-^nbstnt der tlOaad^geniesea weidea. 

HO, 150 mM Nad. 5 mM CaCfc, pH 7,5) wurdea 1 ng Substnt (Gfiadin bzw. 
Kotn%rotdne wie AnnmuiX 2 |iG [^Putresdn md 1 }tg tTG (aos 
Meerediweindien, Sigma) 2 h bd 37 1 mkubieit Die Reaktion wuide durdi Zugabe 
von 100 111 50 %.ige Tiiddoiess^gsiure (TCA) gestoppt and die Protdne ivnideii bd 
4'*C fiber NaditinS2qntiert.NadiZntrifiigati^ lO^MgerlCA 
gewasdieD, in SDS-Probeqnifier gddst and einosdts in der SDS-PAGE an%etiauit, 
andereredts zur S/ihUationCTiihlniw vcfwendet. Wflirand hd den KmitmlW Wmbm 
an Pntiesdn fetfw i ^dl f n war, zejgte Gliadin sowohl doich die Daten der 
SzintillatioiiszSUung als andi in der SDS-PA(% dnea deutlidiea Einbau von 
ftitresdn in Gliadin, iwas bdegt, dafi Gkm dn exzeOentes Substiat lur die tlXS 
daisteJh. 
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Benntzte Abkfirzm^n 

AK, AnlikSiper 

APAAP, alkaGscke Fhoqihatase-AiitHAlkalisclie Fhospliatase 
BSA, Rindexsenunalbunm 
can, Zeuomctcr 

DMEM, Dulbecco's modifbiertes Eagle Medium 

EC, ^^y^^fft— ""gfiMM* 

ELISA, Enzuym-b&ked mmnmosoibcnt assay 

EZM» Extnzelbiliie Matrix 

FKS» ffitales Kflbersenim 

h,Sdmde(n) 

Ihfh. Wassa^o£^>«oxkl 

HLA, humane Lyn^boa^ten- Antjgeae 

lEL, i&tiaepitheiiale Lyinphozyteo 

Ig, Tmrnimg lnl mltii 

kDa,Kflodaltcm 

M, molar 

mA, Miffiampere 

MHC» Hai9dust(>kompatMitStdcomplex 

mm, Miinifci(n) 

mM, milhmoiar 

M„ rdative moldoilare Masse 

|ig, Affikrogiamm 

|il,M3cn^er 

PAGE, Po^ciylamidgdeledtroplM»ese 

FBS, Phosphatpufibr 

PLA3, Fhospbol^ase A2 

PVDF, Polyvmyiidendifluoiid 

SDS, Natiiimidodec^lsiilfirt 

TCA, Tridiloessigsiiire 

TGF. tnmsfiximieraider WadistuBsfiddor 

Tris, Trifi-(hydro3Qmelh^>-aminometlian 

tTG, Gewebe-Tnm^rtammase 
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VafihrED 2IIII1 Nadiwds vob Antikfiipeni ma KfliperiKisagkeirca durch dae 
Immunreaktioii nut Gewd)e-Tnm?^ghitimiinase (tTGX nrit tTG«itlulteBden 
Vert wndimge a, derai ant^gesea StndctQien, imnmiiieaktivea Seqaeazea oder 
Analoga. 

I 

Vafihren nadi Aasprndi h dadurdi gekennzeidmet, daB humane IgA- 
und/oder Ig&Andkdiper nachgewiesea werdea. 

Vexfihrea nadi Anspnidi 1 oder 2, dadurdi gdceonzddmet, dafi die tTG oder 
die tT&eathakeadeo Verbrndungeu humaaeii, tierisdiea^ synthedschen od» 
rdcombinantm Ursprungs smd 

Ver&faien nadi dnem der An^ifldie 1 bis 3, daduidi gekeonzridmet, daB der 
Nadiweis m dnem an sidi bdaomten bnnmnoassay durdigefiUut wird, 
vorzugswdse unter dtrefcter oder indirekier Kopphmg ernes Reakdonspaitners 
mit einer gut nachweidNuen Maiidenuigssubslanz. 

Veifihrai nadi Anspiudi 4, dadurdi gdceanzddmet, dafi der Nadiwds an 
etner festen Pliase durdigefflhit wild. 

VeifiltRa nadi Aaspmdi 4, dadurdi gekesuseidmet, daB der Nadiwds in 
em»iELISA» RIA odo-I^ioreszenziminunoassay erfolgt 



Vcnvcndung von tTG, tT&cntfaakenden Veibindungcn, deren antigenen 
Stnikturen, inunumeaktiven Sequenzen oder Analoga air Diagnose oder 
llierapidEontiolle von Eikrankungen, die mit dner Lnmunxeakdon gegen diese 
Substanzen etuhei^gdien. 
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5 8. Verweadung gemiB Aaspmdi 7 2ur Diagnose oder llienqpidamtiDlle von 

chroniSCih ClltaflndBdtCa odCf AwtotnmiiingAganlciyngffl 

9. VaweDdung geniiO emem der Ansinfldie 7 odcr S zur Diagnose oder 
Tlienqriekoiitrolle der Spnie oder ZRlialde. 

10 

10. Orales |dianna7faitisrhes Mittd eaihaltead tTG, tTG-enthalleade VcrMndaiigai 
dexen antigcne Strukturen, immmireaktive Sequenzen oder Analoga und 
gegebenen&Qs phaimazeutisdi vertrig^die Ifil&stofife 2ur Beliandliing von 
Eriaankungen, die iml ciner Immuareaktion g^en diese Substanzea 

15 einheigdien. 

11. Qiales pharmaTOtttisdies Mitid gemSB Anspracii 10 zur Bdiandhmg der Sproe 
oderZdliakie. 

20 12. Verweadung von tTG, tTG-endiahenden Vefbindungen, dma andgeaen 
Stnikturea, inrnmnxeaktivea Seqoenzen oder Analoga zur Herstdhmg voa 
oralea plunnazeotisdiea Mktdn zur Bdiandhmg von Eikrankungen, die nut 
einer Xnannnireaktioa gegea diese Sobstanzea et^ 



25 13. 



Verweadung ganl0 Anspmdi llzorHerstellungvim ondea phannazeutisdiea 
Afittdn zur Bdiandhmg der Spiw oder ZftKakie. 
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Abb. 1: DantcUung dcs Autoantigcns in derSDS-PAGE nach ImmunprSzipitation (IP) 

abed 



kDa 

94 «» 

30 -> W 

21 ^ IF 
14 -» 

a: IP des Zdlysates mit Kontrollsenim 
b: IP des Mediums mit Kontrollsenun 

c: IP des Zellysates mit Sprue-Serum. Darstellung des erfindungsgemSOen Autoamigens 
d: IP des Mediums mit Sprue-Serum 

Abb. 2: Protease- Verdau des Autoantigeas mit der EndoproCease Asp-N 



94 
43 

30 -> 

21 ^ .. 4- 25 kDa 

14 ^ — «- 16 kDa 

~ 4- 14 kDa 

— 4-IOkDa 



a: cffindungsgemMOes Autoantigen 

b: Fragmente des Autoantigens nach Protease- Verdau 
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Abb. 3: 

IgA-ELISA mit Spnie-Seren vor und nach Gluten-freter Diit 
(Scnim-VcrdSnnung 1/400) 




IgA-EUSA. mit KontroUseren (Senim-Verdannung 1/200) 

t^T— •■ " 
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Abb. 4: 



IgG-EUSA mit Spnit-Seren vor und nach Gluten-rreier Diit 
(Serum-Verdfinnuog 1/400) 

a»T — ■ 




